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摘!要!IE连锁迟发性脊椎骨骺发育不良!<,-:137-0,9,43<06713<,76<96/6.16$*@AK"是一种少见的由("$K基因

突变引起的骨软骨发育障碍性疾病$病变主要累及腰椎和近端承重大关节(为研究("$K基因剪接受体突变

!LM*!E!J"N"对B;5J加工的影响$从该突变所致*@AK患者$以及健康对照者外周血中提取总;5J$逆转录合成

8A5J$以此为模板进行聚合酶链式反应!,-73B0.6<08469:.068/9-:$ON;"$对ON;扩增产物采用双向直接测序和

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳!,-7368.376B910F070708/.-,4-.0<9<$OJG@"方法进行分析(测序结果发现LM*!E!J"N
突变患者的一种8A5J外显子!与外显子#直接拼接$显示外显子)全部丢失)另一种8A5J外显子(与外显子#
拼接$显示外显子!和外显子)均缺失)在健康对照者也发现了外显子!缺失的8A5J(OJG@发现患者和对照者

都存在两种;PEON;产物$长度分别为$’"2,*#!$2,以及’"D2,*$)"2,$证实了测序结果(这说明("$K基因第

二内含子剪接受体突变!LM*!E!J"N"导致其外显子)在B;5J加工过程中全部丢失$由于("$K基因的翻译起始

位点位于外显子)$它的缺失可能使生成的B;5J不能被翻译$从而引起*@AK发生)外显子!位于$QRP;$它的缺

失提示("$K基因存在选择性剪接$正常人也存在缺失外显子!的8A5J$说明这种选择性剪接对临床表型的影响

似乎并不大$它对基因表达水平和表达调控是否有影响还需要进一步研究(

关键词!迟发性脊椎骨骺发育不良)("$K基因)选择性剪接)逆转录)剪接受体
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F0:0CP4067/0.:6/9[0<,7989:FZ6<67<->-+:19::-.B678-:/.-7<$Z498410B-:</.6/01/46//4067/0.:6/9[0<,7989:FB9F4/

:-/20.076/01/-/40,40:-/3,0->*@AKC_086+<0/4067/0.:6/9[0<,7989:F->0\-:!-88+..019:/40$QRP;$9/9<:-/

8706.Z40/40.9/6>>08/</40F0:00\,.0<<9-:C

@#AB&=C>#<,-:137-0,9,43<06713<,76<96/6.16)("$KF0:0).0[0.<0/.6:<8.9,/)67/0.:6/9[0<,7989:F)<,79806880,/-.

!!IE连锁迟发性脊椎骨骺发育不良!<,-:137-E
0,9,43<06713<,76<96/6.16$*@AK"是一种少见的主
要累及脊椎椎体和身体承重大关节$具有遗传异质
性的骨软骨发育障碍性疾病$出生时无任何异常$在
儿童中后期发病(临床特点为短躯干性侏儒和进行
性的大关节退行性变$常伴有桶状胸和脊柱侧弯$I
线检查腰部椎体前部上下缘凹陷*中后部呈驼峰状
突起$及椎间隙狭窄等%($!&(("$K基因被定位于

I,!!$有’个外显子$第)!’外显子为编码外显
子$翻译起始密码位于外显子)$翻译产物被称为

<0179:%)&(我们在国内率先对汉族人中一个*@AK
大家系进行了分子遗传学研究$发现了("$K基因
第二内含子剪接受体突变LM*!E!J"N%#&(为研究
该突变对 B;5J剪接的影响$应用 ;PEON;*OJG@
和双向测序方法对该家系进行了("$K基因转录水
平的研究$报道如下(

(!对象和方法

DED!对象
研究对象来自中国河南的一个 *@AK大家

系%$&$该家系符合IE连锁隐性遗传$先证者和另外
两个受累者经过细致的临床和放射学检查$具有典
型的*@AK特征$家系调查证实其他患者临床症状
与先证者相似(无血缘关系的健康人设为对照(

DE5!方法

(C!C(!P-/67;5J的抽提
采用 ULJ6B,;5J_7--1 9̂:9‘9/!U96F0:$

G0.B6:3";5J提取试剂盒从@APJ抗凝血中提取
总;5J$变性琼脂糖电泳检测;5J完整性$紫外分
光光度计测定 ;5J 浓度后立即用于逆转录或

S%&a保存备用(

(C!C!!;PEON;
逆转录反应体系#逆转录_+>>0.$#K$;56<0抑

制剂 !Kb!&&($R*J"!&R$随机六聚引物 (&&

,B-K$15PO<!$:B-K$逆转录酶IK!Ĵ M)P6‘6E
;6$大连"(&R$总;5J#(#F$无;56<0去离子水
加至!&#K(室温放置(&B9:$#!a水浴(4$立即置
于冰水中!B9:$反应产物直接用于ON;反应或

S!&a保存备用(ON;扩增引物由G08H博士惠赠
!R:9[0.<9/3->J1076910A0,6./B0:/->O0196/.98<
6:1G0:0/98<$J+</.6796"(引物序列#@(=!!$QENPP
NNGNGGJJJNPGJNJPPGNE)Q"6:1*@AK$;\
!$QEGPJPJNJNNJPPGPGGPGJNJPNE)Q"$扩
增片段长度’"D2,$跨(!’外显子(!$#KON;反
应体系#(&cON;2+>>0.!C$#K$(C$BB-7+K F̂N7!$

!&&#B-7+K15PO$上*下游引物各!$,B-7$&1EA5J
聚合酶!O.0B0F6"!C$R$8A5J模板$#K(反应条
件#D#a预变性$B9:$接D#a#$<$’&a’&<$"!a
’&<)$个循环$之后"!a延伸$B9:(

(C!C)!序列分析

ON;扩增产物经低熔点琼脂糖凝胶电泳检测$
紫外透射仪下显示扩增成功后$从凝胶上切取目的

A5J条带$用 ULJG@5ULJ]+98YG07@\/.68/9-:‘9/
试剂盒纯化回收 A5J 片段(纯化 A5J 片段用

G0:0;+70.P̂ (&&2,A5JK6110.!̂_L=0.B0:/6<"定
量(取纯化的A5J模板#&:F$_9FA30P0.B9:6/-.
N3870*0]+0:89:F;0613;068/9-:‘9/B9\!#K$测
序引物!同ON;扩增引物"(&,B-7组成%#K反应
体系进行测序ON;(反应条件#D%a(B9:$D’a)&
<$$&a)&<$’&a#B9:$!$个循环(测序模板纯化
后在D$a水浴$B9:$立即置于冰水中$B9:将其淬
灭成单链$转移至测序管$在J_LO.9<BP̂ )(&G0:0/E
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98J:673H0.全自动序列分析仪上进行毛细管电泳测
序(

(C!C#!OJG@检测
将纯化的ON;扩增产物进行$d非变性聚丙

烯酰胺凝胶!丙烯酰胺#双甲叉丙烯酰胺e!Df("
电泳(取$#K样本与等体积载样缓冲液混匀上样$
待二甲苯青电泳至凝胶四分之三处时结束电泳(将
聚丙烯酰胺凝胶在体积分数为&C(的冰醋酸中固定

!&B9:$去离子水清洗)次$每次!B9:$在(F+K的
硝酸银溶液!含&C&$d甲醛"中染色)&B9:$去离子
水清洗(&<$在显色液!)&F+K碳酸钠$!BF+K硫代
硫酸钠"中显色至出现清晰条带后用体积分数为

&g(的冰醋酸固定$B9:$读胶$拍照(

!!结!果

!"#!$%&’($序列分析
用引物 @(=! 和 *@AK$;\扩增 ("$K基因

8A5J全部’个外显子片段长度为’"D2,$外显子!

全长(#!2,$外显子)全长((!2,(8A5J正$反双
向测序结果显示患者 ("$K基因有两种类型的

8A5J(一种8A5J第二外显子与第四外显子拼接$
显示外显子)缺失!图($J")另一种8A5J的第一
外显子与第四外显子直接拼接$意味着外显子!和

)同时缺失!图($_"(在健康对照者也发现了外显
子!缺失的8A5J!图($N"(

5E5!<’:!检测
聚丙烯酰胺凝胶电泳显示*@AK患者存在两种

片段$长度分别对应预测的$’"2,和#!$2,$前者
提示外显子)丢失$后者为外显子)和!同时缺失)
健康人的("$K基因8A5J也存在两种片段$长度
分别对应预测的’"D2,和$)"2,$前者包含有全部
六个外显子$后者缺失外显子!!图!"(上述结果说
明("$K基因第二内含子剪接受体突变!LM*!E!J"
N"导致其第三外显子在 B;5J加工过程中全部丢
失$而外显子!同时缺失提示("$K基因存在选择
性剪接(

图D!+!89基因$8(’测序结果#箭头所指为外显子

J#*@AK患者外显子!与外显子#拼接的8A5J$显示外显子)缺失)_#*@AK患者外显子(与外显子#拼接的8A5J$

显示外显子!和外显子均)缺失)N#健康对照者外显子(与外显子)拼接的8A5J$显示外显子!缺失(

F-/ED!8-=#$%-&.2*>#G1#.$-./&"$8(’"=&H+!89/#.##’==&B>-.C-$2%#%I#.1H?#=&"#J&.
J#8A5J->Z49840\-:!Z6<19.08/73<,79801/-0\-:#9:B6706>>08/01$/46/9<$0\-:)Z6<<Y9,,01>.-B/40*@AK/.6:<8.9,/<)

_#8A5J->Z49840\-:(Z6<19.08/73<,79801/-0\-:#9:B6706>>08/01$B06:9:F2-/40\-:!6:10\-:)<Y9,,01>.-B/40*@AK

/.6:<8.9,/<)N#8A5J->Z49840\-:(Z6<19.08/73<,79801/-0\-:)9::-.B678-:/.-7$B06:9:F0\-:!<Y9,,01>.-B/40*@AK/.6:<8.9,/<C

图5!+!89患者和正常人+!89基因;K6<7;
产物<’:!结果

^#A5J分子量标准)O#患者8A5J两种扩增片段长度分别为
$’"2,和#!$2,)5#健康对照者8A5J两种扩增片段长度分别
为’"D2,和$)"2,)F#FA5J作为对照模板)W#未加入A5J

模板)@#外显子)h#存在)E#缺失(
F-/E5!<&*A2$=A*2H-C#/#*#*#$%=&,I&=#>->&"
;K6<7;2H,*-"-#C,=&C1$%>&"+!89/#.#

-.,2%-#.%>2.C.&=H2*$&.%=&*>
^#A5JB6.Y0.)O#>.6FB0:/<->$’"2,6:1#!$2,$;PEON;
6B,79>901,.-1+8/<->,6/90:/<)5#>.6FB0:/<->’"D2,6:1
$)"2,$;PEON;6B,79>901,.-1+8/<->:-.B678-:/.-7<)
F#FA5J+<016<8-:/.-7/0B,70/)W#:-A5J+<016<
/0B,70/)@#0\-:)h#,.0<0:80)!#62<0:80C
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)!讨!论

("$K基因是一个高度保守的基因$与酵母*线
虫*果蝇等不同种属的生物具有很高的同源性%)&(
迄今为止所发现的!&余种("$K基因突变都发生
在#个编码外显子及其侧翼区的内含子(在已发现
的*@AK致病基因突变型中$编码外显子侧翼区的
内含子剪接位点一致序列!8-:<0:<+<<0]+0:80"中
关键核苷酸改变引起的 B;5J剪接异常具有相当
高的发生率!约)&d"$远高于($d的平均发生
率%’&$提示剪接点突变在*@AK的分子发病机制中
有较突出的地位(
目前对("$K基因剪接位点突变对 B;5J剪

接加工的影响研究很少(在初级转录本剪接加工过
程中若内含子剪接供体和剪接受体的核苷酸一致序

列中关键核苷酸发生改变$则会使B;5J发生剪接
错误 %"&(我们的实验结果证实了("$K基因LM*!
E!J"N突变导致紧随其后的外显子)完全缺失(
表明("$K基因剪接点突变对其 B;5J成熟和蛋
白翻译有非常重要的影响(一般来说$真核细胞的
蛋白是从B;5J上第一个JPG起始密码开始翻译$
只有两种情况例外#一是第一个JPG密码后面很快
出现终止密码$另一个是上游的JPG密码相邻的核
苷酸序列不符合扫描核糖体能识别的一致序列

!GNNJNNJPGG"$特别是E)位的嘌呤和h#位的

G%%&(虽然("$K基因外显子)后面的外显子中也
存在几个JPG密码$但他们都不具有作为翻译起始
点的一致序列$而$Q端第二外显子上的两个JPG密
码不但缺少起始点一致序列$而且其后很快出现终
止密码$也不可能作为翻译起始密码(因此$外显子

)的缺失将可能导致受累者不能编码任何*@AK蛋
白(("$K基因编码蛋白参与构成转运蛋白粒子
!/.6:<,-./,.-/09:,6./9870$P;JOO"$P;JOO在内质
网至高尔基体的运输囊泡与它们的受体区之间的定

位和融合过程中发挥关键作用%D&(*@AK编码蛋白
的功能缺陷将导致细胞内质网和高尔基体之间的物

质运输出现障碍$由此引起*@AK的发生(
任何一个人体细胞都表达有十万以上不同种类

的蛋白质(目前认为人类基因组的基因数量不会超
过)$&&&个$这意味着一个基因平均要编码)个以
上的蛋白产物 %(&$((&(选择性;5J合成和加工为人
类基因组编码多样性一种重要方式(越来越多的研

究表明选择性剪接对完成生物的复杂生命活动起着

非常重要的作用$对选择性剪接的研究已成为一个
进展很快的,热点-领域%(!$()&(我们的研究证实

("$K基因的$QRP;区存在选择性剪接(因为这种
选择性剪接发生在$QRP;区$它并不改变("$K基
因的可读框!-,0:.0619:F>.6B0$T;="$所以也不引
起翻译产物氨基酸序列的改变(正常人外显子!的
缺失也说明 B;5J的这种变化似乎对临床表型没
有影响(它对("$K基因表达水平和表达调控是否
有影响目前还不清楚$需要进一步研究(
选择性剪接是多种剪接因子和调节因子相互作

用的一个极其复杂的过程(它的调节是通过4:;5O
和*;蛋白家族成员所识别的;5J正性和负性调接
信号来实现的%(#&(目前对选择性剪接现象的研究
仍然有大量的问题没有解决(我们的实验证实了

("$K基因存在选择性剪接$为进一步研究它的发
生机制以及是否对("$K基因表达调控有影响打下
了基础(
从;5J水平研究基因突变的致病作用对进一

步了解("$K基因蛋白产物的功能及其在发病机制
中的作用有十分重要的意义(本研究结果表明

("$K基因剪接点突变对其B;5J成熟和蛋白翻译
有非常重要的影响(同时$对研究其他人类疾病基
因剪接受体突变的致病机制也有一定意义(
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